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Molecular genetic fundaments of Haemophilia A disease
SUMMARY
Key Words:
Hemofili A hastalýðý 10.000 de 1 ortaya çýkan ve geni içerisindeki mutasyonlardan kaynaklanan bir
hastalýktýr. Hemofili A hastalýðý kan içerisindeki FVIII düzeyine göre 3 deðiþik tipte sýnýflandýrýlmaktadýr ve bu
hastalýðý gösterenlerin yarýsýndan çoðu aðýr tip HemofiliAsýnýfýna girmektedir. geni çok büyük bir gen olup
(~180 kb) yapýsal olarakta kompleks bir yapý göstermektedir (26 Ekzon). Bu gen X kromozomunun uzun kolu
üzerinde Xq28 pozisyonunda yer almaktadýr. Hemofili A hastalarý insan kanýndan veya modifiye edilmiþ hücre
kültürlerinden elde edilen rekombinant FVIII in periyodik olarak damardan kana verilmesi ile tedavi
edilmektedir. Son yýllarda hastalýðýn in vivo ve ex vivo gen terapisi yöntemleriyle tedavisi alanýnda önemli
geliþmeler elde edilmiþtir.
Hemofili A, , Mutasyon, Gen terapisi
Haemophilia A, with a prevalence of 1 in 10.000 is caused by a deficiency of blood coagulation factor VIII
(FVIII). Haemophilia A is categorized into severe, moderate, or mild forms, with over half of the patients
manifesting the severe disease. The factor VIII gene is extremely large (~ 180 kb) and structurally complex (26
exons). gene is located towards the end of the long arm at Xq28. Current treatment of haemophilia A is
directed toward replacing the missing clotting factor in response to bleeding crises with infusions of plasma-
derived or recombinant FVIII. Considerable progress has been made recently in the development of adenoviral-
mediated in vivo and ex vivo gene therapy of haemophiliaA.
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Hemofili A hastalýðý insanlarda görülen en
yaygýn kanama hastalýðý olup X kromozomuna
baðlý olarak resesif kalýtým yoluyla geçmekte ve
yaþam boyu devam etmektedir. geni
i çe r i s indek i deð i þ ik mutasyon la rdan
kaynaklanan hastalýk bütün dünyada ve deðiþik
ýrklarda 10.000 de 1 ortaya çýkmaktadýr.
Hemofili A hastasý olan bireyler kanýn
pýhtýlaþmasýnda rol oynayan FVIII proteininin
kanda ya normal düzeyinin altýnda olmasý ya da
tamamen yok olmasýndan dolayý normal
bireylerde görülenden daha uzun bir pýhtýlaþma
süresi göstermektedirler. Bu bireylerde asýl sorun
dýþ kanamalardan çok eklem yerlerinde, kaslarda
ve yumuþak dokularda meydana gelen iç
kanamalardýr. Kan içerisindeki FVIII düzeyine
göre 3 deðiþik hemofili A tipi bulunmaktadýr,
hafif tip (< %25), orta tip (%1-5) ve aðýr tip(<%1)
hemofiliA.
186 kb büyüklüðünde olan ve 26 deðiþik
ekzondan oluþan geni X kromozomu
üzerinde (Xq28) bulunmaktadýr. Bu 186 kb lik
genomik bölge toplam 2332 amino asiti
k o d l a m a k t a d ý r. G e n o m i ç e r i s i n d e k i
lokalizasyonunun yapýldýðý dönemde tanýnan en
büyük gen olan geni içerisinde bu güne
kadar 600 ün üzerinde mutasyon belirlenmiþtir
(http://europium.csc.mrc.ac.uk/usr/WWW/Web
Pages/main.dir/main.htm). Kan içerisinde FVIII
oranýný düþüren bu mutasyonlar tip itibariyle
büyük deðiþim göstermektedir, hastalarýn %40
ýnda intron 22 içerisindeki inversiyona rastlaný
rken, % 30-35 inde nükleotid deðiþimlerinden
oluþan noktasal mutasyonlara (point mutations)
rastlanmaktadýr. Hastalarýn % 5-10 unda küçük
delesyonlar ve insersiyonlar (deletions and
insertions) tanýmlanýrken %5 inde büyük
delesyonlar tanýmlanmaktadýr. geni ile
hemofili A hastalýðýnýn baðlantýsý açýkça ortaya
koyulmuþ olsada hemofiliAhastalarýnýn yaklaþýk
%2 sinin geni içerisinde mutasyonlara
rastlanmamýþtýr. Bu durum hemofili A
hastalarýnýn en azýndan % 2 sinde hastalýða yol
açan baþka lokuslarýn varlýðýný gündeme
getirmektedir. Bu lokuslarýn FVIII proteininin
Von willebrand faktörüne (VWF) baðlantý
noktalarýný kodlayan sekanslarda yada
geni içerisinde yer aldýðý deðiþik
araþtýrmalarda ortaya çýkmýþtýr.
Hemofili A hastalýðý insan kanýndan veya
modifiye edilmiþ hücre kültürlerinden elde edilen
rekombinant FVIII in periyodik olarak intra-
venöz yol ile kana verilmesi ile terapi


















etkenler söz konusudur. Enfeksiyöz hastalýklarýn
kan yoluyla hemofili hastalarýna bulaþmasý ve
baðýþýklýk sisteminin rekombinant FVIII e
gösterdiði reaksiyon bu sorunlarýn baþlýcalarýdýr.
Aðýr tip hemofiliAgösteren hastalarýn % 30 unda
baðýþýklýk sistemi rekombinant FVIII
preparatlarýný nötralize etmekte ve bu da terapi
olanaðýný yok etmektedir. Bu sorunu aþmak ve
yaþam boyu bir tedavi uygulayabilmek için gen
terapisi gündeme gelmektedir. Hemofili A
hastalýðýnýn gen terapisi yoluyla tedavisi alanýnda
farelerde ve köpeklerde yapýlan çalýþmalar
adenoviral yöntemin baþarýlý olduðunu göstermiþ
ancak bu çalýsmalarda FVIII düzeyinin artýþ
göstermesi ve bu yüksek düzeyde kalmasý sürekli
olmamýþ, kýsa sürmüþtür.
geni 26 ekzondan oluþan 180 kb lik
büyük bir gen olup X kromozomunun uzun kolu ü
zerinde Xq28 pozisyonunda yer almaktadýr. 26
ekzon içerisinden ekzon 14 (3106bp) ve ekzon
26(1958bp) büyük ekzonlarý oluþturmaktadýr.
Ekzon 14 bütün genin yaklaþýk % 40 ýný
oluþturmaktadýr. Diðer ekzonlarýn büyüklüðü 69
bp (ekzon 5) ile 313 bp (ekzon 1) arasýnda
degiþmektedir. in ekzonlarý arasýnda yer
alan intronlarýn büyüklüðü ise 200 bp (intron 17)
ile 32,4 kb (intron 22) arasýnda deðiþim
göstermektedir. Intron 22, geni içerisindeki
en büyük intron olmasýnýn yaný sýra özel
yapýsýylada önem taþýmaktadýr. Bu intron
içerisinde F8A ve F8B adý verilen ve FVIII
proteininin yapýmýnda rol almayan iki küçük gen
lokal ize olmuþtur. F8A geni 837 bp
büyüklüðünde olup genine ters yönde
kodlarken F8B geni 651 bp büyüklüðünde olup
geniyle ayný yönde kodlamaktadýr. Iki gen
arasýnda bir CpG adasý (CpG island) bulunmakta
ve her iki gen içinde çift taraflý olarak promoter
görevi yapmaktadýr. F8A ve CpG adasý birlikte
yaklaþýk 9,5 kb büyüklüðünde olup int22h olarak
adlandýrýlmakta ve intron 22 içerisinde birden
çok homolog kopyeler halinde görülmektedir
(int22h-1, int22h-2, int22h-3).
geni 6 deðiþik yapýsal kýsýmdan
(domain) oluþmaktadýr. Bu yapýsal farklýlýk
gösteren kýsýmlar A1, A2, B, A3, C1 ve C2
kýsýmlarýdýr. A1, A2 ve A3 kýsýmlarý kendi
içerisinde C1 ve C2 kýsýmlarý ise kendi içerisinde
homolog yapý göstermektedirler.
geni içerisinde bu güne kadar analizi
yapýlmýþ mutasyonlar ve polimorfizmler
(http://europium.csc.mrc.ac.uk/usr/WWW/Web
Pages /ma in .d i r /ma in .h tm) say fas ýnda
listelenmiþtir. Bu sayfada gerek yayýnlanmýþ
gerekse yayýnlanmamýþ bütün gen degiþimlerinin
kaydedildiði bir sayfa olup ayrýca geniyle
ilgili diðer bilgileride içermektedir ( primerler,
metodlar vb.).
Kan içerisinde FVIII oranýný düþüren
mutasyonlar tipleri bakýmýndan büyük deðiþim
göstermektedirler. Hastalarýn % 40 ýnda intron 22
içerisindeki inversiyona rastlanýrken, % 30-35
inde nükleotid deðiþimlerinden oluþan noktasal
mutasyonlara (point mutations) rastlanmaktadýr.
Hastalarýn % 5-10 unda küçük delesyonlar ve
insersiyonlar (deletions and insertions)
tanýmlanýrken % 5 inde büyük delesyonlar
tanýmlanmaktadýr.
Intron 22 inversiyonu intronik gen F8A ile
X kromozomunun telomer bölgesi üzerinde
lokalize olmuþ bir gen arasýndaki krossingover
sonucu meydana gelmekte ve geninin
ekzon 1 den ekzon 23 e kadar olan bölümünü
ekzon 23 den sonraki kýsmýndan parçalamakta ve
sonuç olarak aðýr tip hemofili hastalýðýna yol
açmaktadýr. Intron 22 inversiyonu hemofili a
hastalarýnýn mutasyonlarýnýn araþtýrýlmasýnda ilk
olarak test edilebilecek derecede sýk görülen bir
mutasyondur. Bu inversiyon dýþýnda intron 1
içerisinde hemofili hastalarýnýn yaklaþýk % 5 inde
rastlandýðý belirtilen baþka bir inversiyon Bagnall
ve çalýþma arkadaþlarý tarafýndan bildirilmiþtir.
Intron 1 içerisindeki bu inversiyon geninin
1. ekzonunu genden ayýrmakta ve X
kromozomunun telomer bölgesindeki C6.1A
geninin yanýbaþýna lokalize etmektedir.



















Þekil 1: FVIII geninin genomik yapýsý. FVIII geni 26 ekzon
ve 25 introndan oluþmaktadýr. F8A ve F8B genleri intron 22
içerisine lokalize olmuþ FVIII proteininin yapýmýnda rol
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dýþýnda geni içerisinde yaygýn olarak
görülen baþka inversiyona rastlanmamýþtýr.
geni içerisinde meydana gelen
deletion, insertion ve STOP-kodonuna neden
olan noktasal mutasyonlar(nonsens mutations)
gerek amino asit kodlanmasý sýrasýndaki
deðiþimlerle gerekse kodlanmanýn sona
erdirilmesiyle FVIII proteininin premature
kalmasýna neden olmaktadýrlar. Bu tür
mutasyonlar yukarýda açýklanan etkileri
dolayýsýyla intron 22 inversiyonunda olduðu gibi
aðýr tip hemofili A hastalýðýna yol açmaktadýrlar.
Noktasal mutasyonlar içerisinde çoðunluðu TC
veAG mutasyonlar oluþturmaktadýr.
Bu mutasyonlar dýþýnda geni
içerisinde ayrýca kodlama yapmayan bölgeler
(Intronlar) içerisinde polimorfizmlerde analiz
edilmiþtir. Bu polimorfizmlerin çoðu SNP (single
nucleotid polymorphism) olup RFLP (restriction
fragment length polymorphisms) kategorisine
girmektedirler. SNP lerin yaný sýra biri intron 13
diðeri intron 22 içerisinde olmak üzere
geni içerisinde 2 mikrosatellitin analizi
yapýlmýþtýr.
Ilk aþama olarak polimeraz zincirleme
reaksiyounundan (PCR-Polymerase chain
reaction) yararlanarak geni içerisindeki
mutasyonlar ý a raþ t ý ran , d iz i ana l iz i -
sequencing, DGGE (Denaturing gradient gel
elektroforez), CMC (chemical mismatch
c l eavage ) ve SSCP (S ing l e S t r and
Conformation Polymorphism) yi de içeren bir
çok metod uygulanmaktadýr. Zaman açýsýndan
daha hýzlý ve laboratuar gereçleri bakýmýndan
daha ucuz olmasý bakýmýndan DGGE, SSCP ve
CMC metodlarý dizi analizine oranla daha yoðun
olarak kullanýlmaktadýr. Bu yöntemlerin
uygulanmasýyla mevcut mutasyonlarýn ancak
%95-97 kadarý tespit edilebilmektedir . Bu
metodlar uygulandýktan sonra mutasyonlarý
analiz edilemeyen Hemofili A hastalarýnýn
genlerine ait ekzonlarýn sýra diziliþi analizinin
yapýlmasý mutasyon analizleri bakýmýndan
yararlý olacaktýr.
geninin çok büyük bir yapý
g ö s t e r m e s i n d e n d o l a y ý m u t a s y o n
araþtýrmalarýnýn uzun bir çalýþmayý gerektirmesi,
özellikle prenatal analizlerde ve taþýyýcý
kontrollerinde gen içerisinde bulunan
polymorfizmlerden yararlanarak baglantý
analizinin (Linkage analysis) yapýlmasýný
alternatif bir metod olarak gündeme getirmiþtir.
Baðlantý analizlerinin yapýlmasýnda özellikle
RFLPler yoðun olarak kullanýlmaktadýr .
Hemofili A hastalarý günümüzde insan
kanýndan veya modifiye edilmiþ hücre
kültürlerinden elde edilen rekombinant FVIII in
periodik olarak damardan kana verilmesi ile
tedavi edilmektedir. Bu yöntemi sýnýrlayýcý bazý
etkenlerin söz konusu olmasý (enfeksiyöz
hastalýklarýn kan yoluyla hemofili hastalarýna
bulaþmasý ve baðýþýklýk sisteminin rekombinant
FVIII e gösterdiði reaksiyon gibi) bu sorunu
aþmak ve yaþam boyu bir tedavi uygulayabilmek
için gen terapisini gündeme getirmektedir. Aðýr
tip hemofili A gösteren hastalarýn % 30 unda
baðýþýklýk sistemi rekombinant FVIII
preparatlarýný nötralize etmekte ve buda terapi
olanaðýný yok etmektedir. Bu hastalarda
baðýþýklýk sisteminin gösterdiði tepkiyi tedavi
edebilmek için 1-2 yýl süreyle çok yüksek
düzeylerde FVIII uygulanmasý gerekmektedir.
Bu uygulama hem zaman alýcý hemde
milyonlarca Euro gerektiren çok pahalý bir
yöntemdir. Bu faktörlerin yanýsýra hemofili A
hastalýðýnýn klinik yapýsýnýn ve FVIII in etki
mekanizmasýnýn çok iyi araþtýrýlmýþ olmasý,
FVIII in kan içerisindeki düzeyinin çok az bir
miktar artýrýlmasýyla bile Hemofili A hastalýðýnýn
fenotipinde belirgin bir iyileþme olmasý ve
genterapisinin tedavi masraflarýný azaltacak bir
yöntem olacaðý beklentisi Hemofili A hastalýðý
üzerinde gen terapisi çalýþmalarý yapýlmasýný
cazip hale getirmektedir. Hemofili hastalýðýnýn
gen terapisi yoluyla tedavisi alanýnda farelerde

































Þekil 2: Nokta mutasyonlarýn FVIII geni ekzonlarý
içerisindeki daðýlýmý.
yöntemle baþarýlý sonuçlar elde edilmiþ ancak bu
çalýþmalarda FVIII düzeyinin artýþ göstermesi ve
bu yüksek düzeyde kalmasý kýsa sürmüþtür.
Hemofili A hastalýðýyla ilgili yapýlan
çalýþmalar temel olarak ex vivo gen terapisi ve in
vivo gen terapisi olmak üzere iki metoda
dayanmaktadýr. Ex vivo gen terapisi yönteminde
retrovirüsler aracýlýðýyla fare fibroblastlarý
içerisine yerleþtirilen (ex vivo protokol)
geni, daha sonra fibroblastlarla birlikte farelerin
vücuduna transfer edilmektedir. Bu yöntemle
Hemofili B dolayýsýyla üzerine yapýlan
çalýþmalar 1988 yýlýnda baþlamýþ olmasýna
raðmen Hemofili A ya uygulanmasý
geninin büyüklüðünden dolayý daha sonralarý
baþlamýþtýr. geninin 3 kb lik bir kýsmýnýn
(B-kýsmý) bu çalýþmalarda kullanýlmasý fikrinin
ortaya atýlmasýyla bu çalýþmalar hýz kazanmýþtýr.
Ancak bu yöntemle yapýlan çalýþmalar baþarýlý
olsada kan icerisindeki FVIII düzeyini sadece
geçici ve kýsa bir süre için yükseltmiþlerdir.
Uygulanmasýnýn kolay olmasý bakýmýndan
invivo gen terapisi yöntemi daha sýklýkla
kullanýlmaktadýr. Bu metodda genini
içeren gen transfer vektörleri ya doðrudan
enjekte edilmekte yada seçilen dokular içerisine
dogrudan yada intravenöz olarak verilmektedir.
Bu yöntemin FVIII düzeyinin yükseltmesi
amacýyla ilk kullanýlýþý 1995 yýlýnda olmuþtur.
Bu yöntem kullanýlarak FVIII düzeyi yaklaþýk 9
ay süreyle yüksek düzeyde tutulabilmektedir.
Hemofili A hastalýðý yaþamý tehtit etse de
ölümcül bir hastalýk olmayýp tedavisi mümkün
bir hastalýktýr. Ancak tedavisinin hasta baþýna
yýllýk yaklaþýk 50.000 Euro civarýnda olmasý
nedeniyle çoðu hastanýn bu tedavi imkanlarýndan
yararlanmasý mümkün olmamaktadýr. Dünya
çapýnda Hemofili A hastalarýnýn ancak %20 si bu
h a s t a l ý ð ý n t e d a v i i m k a n l a r ý n d a n
yararlanabilmektedir. geninin çok büyük
bir gen olmasý ve hastalýða neden olan
mutasyonlarýn büyük varyasyon göstermesi
hastalýðýn moleküler analizini zorlaþtýrmaktadýr.
Bu gün Hemofili A hastalýðýnýn gen terapisi ile
tedavi edilmesi alanýnda model hayvanlar
üzerinde önemli mesafeler katedilmiþ olsada,
insanlarda bu hastalýðýn tedavisi için
kullanýlabilecek bir protokol bulunmamaktadýr.
Adenovirüslerle yapýlan çalýþmalar Hemofili A
hastalýðýnýn gelecekte gen trapisi ile tedavisi
konusunda ümit vermektedir. Bu alanda her yýl
yeni mesafeler katedilmekte ve giderek bu günki
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